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摘 要 : 本 试验 旨 在 研究 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 生产 ; 


际 公 司 ， 芝 加 哥 IL 60611) 


生 能 和 盲肠 菌 群 的 影响 。 选 取 480 只 75 周 龄 


的 罗曼 和 蛋 鸡 ， 随 机 分 成 5 组 ， 每 组 8 个 重复 ， 每 个 重复 12 只 。 对 照 组 饲 喂 基础 饲 粮 ， 试 验 


组 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.3、0.6、0.9 和 1.2 g/kg 的 蒙 脱 石 。 预 试 期 7d， 正 试 期 70 d. £i 


RRI: 1) 与 对 照 组 相 比 ,0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 产 蛋 鸡 试验 
试验 组 料 蛋 比 有 降低 的 趋势 CP=0.073) 。2)0.3、0.9 和 1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 测序 获得 的 有 效 序 
列 和 优质 序列 均 多 于 对 照 组 CP>0.05) 。3) 试 验 组 的 Beta 多 样 性 提高 ， 与 对 照 组 相 比 ， 试 


验 组 Shannon 指数 


A^ 


9h 1-5 


周 日 产 重量 显著 提高 (P<0.05)， 


提高 的 趋势 (P=0.096) , Simpson 指数 呈 降 低 的 趋势 CP=0.095) . 4) 
在 门 水 平 上 ， 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 


门 和 螺旋 体 门 的 物种 丰 度 均 有 提高 


(P>0.05) ; 0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 中 WPS 2 相对 含量 显著 增加 (CP<0.05) ; 0.3 g/kg 蒙 脱 石 组 


迷 踪 菌 门 丰 度 显著 降低 (P<0.05) 。 在 属 水 平 上 ， 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 瘤 骨 球菌 属 的 物种 


丰 度 显著 提高 (P<0.05) ， 紫 单 胞 菌 属 呈 


提高 的 趋势 (P=0.067) ; 0.6 和 1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 


多 尔 氏 菌 属 和 布 劳 特 氏 菌 属 的 物种 丰 度 显著 提高 (P<0.05) ; 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 中 帕 拉 普 氏 
戎 属 的 物种 丰 度 显著 提高 (P<0.05) 。5) 属 水 平 上 聚 类 分 析 显 示 ， 试验 组 与 对 照 组 的 肠 道 菌 


群 相 似 度 降低 。 由 此 可 见 , 蒙 脱 石 在 


饲 粮 中 添加 0.9 g/kg 蒙 脱 石 有 提高 产 蛋 鸡 生 产 性 能 的 趋势 。 
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定 程度 上 影响 了 产 蛋 鸡 育 肠 兰 群 的 多 样 性 及 物种 丰 度 ， 


动物 肠 道 是 一 个 开放 的 生态 系统 , 栖 居 着 大 量 的 微生物 。 肠 道 菌 群 的 稳 态 对 维持 宿主 的 


生长 发 育 、 营 养 吸收 和 人 免疫 应 管 等 生理 


功能 均 具有 重要 作用 ,许多 因素 能 够 影响 肠 道 菌 群 的 


组 成 及 其 多 样 性 ， 研 究 证 实 ， 霉 菌 毒素 能 够 降低 动物 肠 道 微生物 多 样 性 ， 破 坏 肠 道 正常 菌 群 


的 生态 平衡 ， 进 而 产生 一 系列 毒性 效应 [3; H 
道 谓 群 失衡 ， 破 坏 肠 黏膜 屏障 功能 ， 降 低 营 养 物 质 吸 收 和 机 体 免 疫 防 御 能 
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tL 外， 动物 肠 道中 过 度 繁殖 的 病原 菌 能 造成 肠 


， 进 而 降低 动物 
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， 甚 至 增加 死亡 率 [ 人 4。 因 此 ， 控 制 生物 毒素 诱导 的 肠 道 微生物 亲 乱 ， 维 护 动物 


肠 道 健康 
着 无 数 微 


[56] Xia 等 


AA HS Mo SAE — Bein REBRE SR ASA E. HWA BAM RR, KEA 


1L. 具有 很 好 的 吸附 性 和 离子 交换 能 力 , CLABCUESE Be CE E F BH PRU s PR RR 


等 7 和 Hu 2&8 


数量 ; SAA 
B10, IES, 


肠 道 病 原 


D 


E 不 同 程度 上 降低 了 断奶 仔猪 回肠 和 结肠 中 大 肠 杆 菌 、 梭 菌 和 沙门 氏 菌 的 数量 


究 表 明 ， 蒙 脱 石 能 显著 减少 肉鸡 小 肠 和 盲肠 中 大 肠 杆 阔 和 梭 菌 的 


蒙 脱 石 能 增加 奶牛 瘤胃 中 具有 降解 生气 味 物质 的 菌 属 ， 减 少 瘤胃 纤维 分 解 菌 和 


菌 一 一 弗 氏 志 贺 菌 属 趾 。 但 这 些 研究 主要 基于 传统 的 体外 培养 法 和 变性 梯度 凝 胶 


电泳 CPCR-DGGEO 法 ， 只 局 限于 特定 细菌 或 一 定 丰 度 的 微生物 ， 对 未 知 微生物 均 未 涉及 ， 


且 其 准确 


度 也 不 尽 理 想 ， 


FEIN Bet hem 1 7^8 


P^ UK Hj 


生产 性 能 的 降 


不 能 充分 反映 蒙 脱 石 对 肠 道 微 生物 苗 群 的 影响 。 本 课题 组 前 期 的 研 
高 峰 期 蛋 鸡 的 生产 性 能 5， 我 们 猜想 蒙 脱 石 或 许 能 够 延缓 产 蛋 鸡 
IR, ìà 


EA 


而 延长 产 蛋 周期 。 此 外 ， 鉴 于 肠 道 微生物 与 宿主 免疫 、 营 养 吸 


收 和 生长 发 育 的 相关 性 ,我们 猜测 其 对 蛋 鸡 生产 性 能 的 影响 与 肠 道 菌 群 存在 一 定 关 联 。 因 此 ， 
产 蛋 末期 蛋 鸡 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 蒙 脱 石 ， 探 讨 其 对 产 蛋 鸡 生产 性 能 的 影响 ; 并 
性 高 、 信 息 量 大 的 宏基 因 组 测序 技术 ， 结合 生物 信息 学 分 析 技 术 ， 定 性 、 定 量 地 探 
究 蒙 脱 石 对 产 恒 鸡 盲肠 微生物 组 成 、 菌 群 多 样 性 和 物种 丰 度 的 影响 ， 以 全 面 、 准 确 地 评估 蒙 


本 试验 在 
采用 准确 


脱 石 在 维 


1 材料 与 方法 


护 肠 道 微生物 


1.1 试验 设计 与 饲养 管理 


选取 


屏障 中 所 发 挥 的 作用 。 


480 只 75 周 龄 、 体 重 相 近 、 健 康 的 罗曼 重 鸡 ， 随 机 分 成 5 ZH, EH 8 个 重复 ， 


个 重复 12 只 。 对 照 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 试 验 组 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.3、0.6、0.9 和 1.2 g/kg 


的 蒙 脱 石 。 


产 蛋 鸡 的 


参考 《NY/T 33—2004 鸡 


Table 1 


预 试 期 各 组 


统一 


饲 喂 基 础 饲 粮 ,每 天 对 鸡 群 进行 观察 ， 并 及 时 调整 鸡 群 ， 使 各 组 


饲 粮 消耗 量 、 


产 和 蛋 率 和 和 蛋 重 差异 不 显著 。 预 试 期 7 d4， 正 试 期 70 d。 试 验 基 础 饲 粮 


饲养 标准 》 配 制 ， 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1 。 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 
Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 
项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 
玉米 Com 64.00 


豆粕 Soybean meal 22.00 
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石粉 Limestone 9.00 
预 混 料 Premix” 5.00 
合计 Total 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels? 


代谢 能 ME/(MJ/kg) 11.32 
粗 蛋 白质 CP 15.58 
PAM Lys 0.78 
蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 Met-Cys 0.56 
#5 Ca 3.93 
有 效 磷 AP 0.36 


1) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The premix provided the following per kg of the diet: VA 6 000 


IU,VB; 5.5 mg, VD; 2 500 IU, VB; 1.75 mg, VB; 4 mg, VBi; 0.017 5 mg, VE 25 mg, VK; 2.25 mg, 


生物 素 biotin 0.14 mg, T? folic acid 0.9 mg, 烟 酸 nicotinic acid 34 mg, 泛 酸 pantothenate 12 
mg, tH ZW phytase 400 U, 胆 碱 chloride 300 mg,Fe 75 mg,Cu 7.5 mg,Zn 60 mg,Mn 60 mg,I 0.75 


mg,Se 0.15 mg,Ca 9.5 g,P 2.0 g, 食 盐 NaCl 3.7 g. 


2 营养 水 平均 为 计算 值 。The nutrient levels were calculated values. 

试验 产 蛋 鸡 采 用 开放 式 鸡 舍 上 、 中 、 下 3 层 阶梯 式 笼 养 ， 每 笼 3 只 ， 每 4 笼 1 个 重复 ， 
各 组 的 试验 鸡 保 证 分 布 在 上 、 中 、 下 层 的 数量 相等 。 每 日 喂 料 2 次 (08:00 和 14:30) ， 上 
午 、 下 午 各 匀 料 2 次 。 各 组 饲养 管理 条 件 相 同 ， 试 验 第 1~5 周 鸡 含 温度 、 湿 度 分 别 为 


(20.64-1.76) ‘C、(68.90+0.90) 96; 第 6~10 周 鸡 舍 温 度 、 湿 度 分 别 为 (22.6041.04) “Cy 


(74.4622.74) %。 鸡 只 自由 采 食 、 饮 水 ， 每 日 光照 时 间 为 16 hp， 自 然 光照 和 人 工 光照 相 结 


Bo ASS 1 次 ， 每 周 对 鸡 舍 带 鸡 喷雾 消毒 1 次 ， 每 隔 3 dE 1 次 。 
1.2 试验 材料 

试验 用 的 蒙 脱 石 由 美国 安 牧 然 国际 公司 提供 ， 其 主要 成 分 为 : 钙 蒙 脱 石 >70% ， 无 定形 
水 合 二 氧化 硅 >15%， 其 他 矿物 元 素 <15%。 
1.3 生产 性 能 测定 
正式 饲养 期 内 , 每 日 记录 各 组 (以 重复 为 单位 ) ER EE, HETEKEN IS 
每 周 统 计 1 次 采 食量 。 计 算 统 计 期 内 的 平均 日 采 食 量 、 产 蛋 率 、 平 均 蛋 重 、 料 蛋 比 和 日 产 蛋 


Wh 
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1.4 上 肠 道 微生物 分 析 


S3 


1.4.1 样品 采集 

试验 第 70 天 ， 从 每 组 随机 选取 8 只 鸡 〔 每 个 重复 1 只 ) ， 颈 部 放血 死亡 后 剖 开 腹腔 ， 
取 盲 肠 内 容 物 置 于 1.5 mL 的 高 压 灭 菌 离心 管 中 ， 并 迅速 放置 液 氮 中 保存 ， 然 后 放 入 一 80 °C 
冰箱 冻 存 。 


1.4.2 细菌 DNA 提取 及 检测 


由 


| 


pun 


NI 


分 别 从 每 组 的 8 份 言 肠 内 容 物 样品 中 随机 选取 6 份 , 每 份 称 取 (200410) mg 置 于 2 mL 
离心 管 中 ， 采 用 姜 便 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 (DP328， 天 根 生化 科技 有 限 公 司 ) 提取 盲肠 
内 容 物 DNA, 严格 按照 试剂 盒 使 用 说 明 进 行 操 作 。 用 超 微 量 分 光 光 度 计 (NanoDrop ND-2000 
UV， 赛 默 飞 世 尔 科技 公司 ) 检测 DNA 浓度 ，0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 纯度 ， 之 后 将 合格 


= 的 DNA 样品 送 深圳 华 大 基因 科技 服务 有 限 公 司 测 序 分 析 。 

o 1.4.3 Illumina MiSeq 宏基 因 组 测序 

= 利用 Ilumina MiSeq 平台 进行 Barcoded Illumina Miseq 测序 ， 对 样品 16S rRNA 的 V4 
e 区 建立 文库 并 上 机 测序 。 具 体操 作 如 下 : 选择 16S rDNA 的 V4 区 作为 目的 扩 增 区 域 ， 用 引 


物 对 515F/806R 目的 片段 进行 扩 增 。 根据 PCR 产物 浓度 进行 等 量 混 样 ,充分 混 匀 后 使 用 2% 
FY Sat His aE BS ELK A) PCR 产物 。 目 标 条 带 用 DNA 切 胶 回收 试剂 盒 进行 回收 ， 得 纯化 样 


本 ， 并 用 BioTek 酶 标 仪 测定 各 样本 浓度 并 定量 。 每 个 样品 DNA 等 量 混合 ， 采 用 标准 的 


Illumina TruSeq DNA 文库 制备 流程 构建 所 需 的 宏基 因 组 上 机 文库 , 最 后 在 Ilumina Miseq 分 


析 平 台 上 进行 Barcoded Illumina Miseq 测序 ， 采 用 PE250 测序 策略 。 
1.5 数据 处 理 与 分 析 

对 经 过 双 端 Cpair-end) 测序 的 数据 进行 质量 控制 ， 截 断 或 舍弃 低 质 量 序列 (50 个 连续 
碱 基 平均 质量 >Q30， 接 头 污染 、 含 有 N 和 低 复杂 度 的 reads) 。 用 软件 Flash (v1.2.11) XE 


接 通过 质量 控制 的 序列 ， 售 弃 无 法 连接 的 序列 。 利 用 软件 USEARCH (7.0.1090) 去 掉 纯 化 
Je UR E S. 应 用 Qiime 分 析 软 件 (1.8.0) 合并 去 掉 嵌 合体 的 数据 ,， 并 将 数据 按照 Ulust 


算法 将 序列 相似 性 >97% 的 操作 分 类 单元 Coperational taxonomic unit, OTU) 进行 聚 类 。 选 取 


每 个 类 最 长 的 序列 为 代表 序列 ， 通 过 RDP-classifier (v2.2) 软件 将 OTU 代表 序列 与 数据 库 
有 比 对 进行 物种 注释 ， 得 到 每 个 OTU 的 分 类 学 信息 。 通 过 软件 Mothur (1.31.2) 对 生成 的 
OTU 信息 进行 细菌 群落 多 样 性 和 丰富 度 分 析 。 

微生物 测序 数据 采用 SAS 9.2 统计 软件 进行 Kruskal-Wallis 秩 和 检验 ， 生 产 性 能 数据 进 


行 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) ， 然 后 通过 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 。 试 验 结果 以 


平均 值 和 标准 误 (SEM) 表示 ， 用 P«0.05 表示 差异 显著 ，0.05S<P<0.10 表示 有 提高 或 降低 


的 趋势 。 
2 结 R 


2.4. 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 生产 性 全 
由 表 2 可 知 , 试验 第 1~5 周 , 0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 产 蛋 鸡 

试验 组 组 料 蛋 

0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 料 蛋 比较 对 照 组 降低 了 9.69% (P>0.05) 。 

X2 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 生产 性 能 的 影响 


蒙 脱 石 组 显著 提 


高 (P<0.05) ; 


的 影响 


HEER RR ZH 0.3 和 0.6 g/kg 


比较 对 照 组 有 降低 的 趋势 CP=0.073) ， 其 中 


Table 2 Effects of montmorillonite on performance of laying hens 


项 目 


平均 日 采 食 量 


Average daily 


feed intake/g 


E% Laying 


rate/% 


# EL Feed to 


egg ratio 


产 重 量 Daily 


egg production/g 


FH GR 


Average egg 


weigh/g 


时 间 


Time/ 周 


蒙 脱 石 添加 水 了 
0 0.3 
108.32 10921 
103.58 — 101.82 
105.86 — 106.89 
70.68 71.99 
63.02 63.68 
66.84 68.20 
227 2.26 
2.54 2.54 
2.39 2.39 
47.95” 48.54 
40.88 40.92 
44.36 | 44.99 
6790 — 6741 
64.55 6428 
66.42 65.97 


[^ 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) ， 相 同 字母 或 无 字母 表示 差异 不 显 


= (P>0.05) 。 


下 表 同 。 


Montmorillonite supplemental 


levels/(g/kg) 
0.6 
108.41 
102.21 
106.06 
71.04 
63.18 
67.49 
2.25 
2.50 
2.38 
48.33” 
40.41 
44.72 
67.99 
64.21 


66.24 


0.9 


110.65 


104.47 


107.55 


TZS 


66.64 


71.95 


2.05 


2.50 


2.24 


54.71° 


41.87 


48.31 


70.66 


63.96 


67.45 


1.2 
109.46 
104.69 
106.09 
73.85 
63.60 
68.15 
2.18 
2.62 
2.37 
50.46 
40.03 
44.87 
68.31 
63.82 


66.19 


SEM 


0.44 


0.43 


0.44 


0.90 


0.71 


0.72 


0.03 


0.02 


0.02 


0.83 


0.46 


0.55 


0.50 


0.19 


0.29 


P fü 


P-value 


0.467 
0.167 
0.730 
0.123 
0.494 
0.191 
0.073 
0.620 
0.123 
0.049 
0.784 
0.130 
0.282 
0.573 


0.716 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 
CP«0.05), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference ( P>0.05 ). 


The same as below. 


2.2. Bel EE P7 88088 EL vas Be Pe Ss EI RU 


由 表 3 可 知 ， 除 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 外 ， 其 余 试 验 组 获得 的 有 效 序列 和 优质 序列 均 多 于 对 
照 组 CP>0.05) 。 反 映 97% 相 似 度 下 样品 取样 深度 的 稀释 曲线 见 图 1， 每 个 样品 均 在 27 000 
条 左右 , 表明 取样 深度 一 致 ， 此 外 ,物种 观察 指数 稀释 曲线 随 着 测试 深度 的 不 断 加 深 而 逐渐 
增加 ， 且 达到 了 平台 期 ， 说 明 测序 深度 已 经 基本 禾 盖 到 样品 中 的 所 有 物种 。 

表 3 97% 相 似 性 水 平 下 物种 丰富 度 和 多 样 性 指数 


Table3 Richiness and diversity index of species at 97% similarity level 


蒙 脱 石 添加 水 平 Montmorillonite supplemental 
项 目 P 
levels/(g/kg) SEM 
Items ——— P-value 
0 0.3 0.6 0.9 1.2 


有 效 序列 Effective sequences/ 
35 705 35 823 35 568 35 918 35 784 47.61 0.188 


优质 序列 Good sequences/Z& 35 441 35 618 35342 35638 35450 4821 0241 
Chao 指数 Chao index 646.51 610.07 653.21 623.24 585.10 864 0,107 
Ace 指数 Ace index 640.38" 603.07 659.71 613.61? 587.25" 846 0.035 
Shannon 指数 Shannon index 4.60 4.66 4.83 4.75 4.63 0.03 0.096 


Simpson 指数 Simpson index 0.025 0.021 0.019 0.020 0.004 0.001 0.095 
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0 5000 10000 
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m CZ3.4 
m CZ3.5 
m CZ3.6 
E CZ4.1 
"m CZ42 
m CZ4.3 
Z2.1 @ CZ4.4 
E CZ22 W CZ45 
m CZ2.3 M CZ4.6 
m CZ2.4 m Conti 
m CZ2.5 E Cont2 
E CZ2.6 E Cont3 
m CZ3.1 E Cont4 
E CZ3.2 B Cont5 
= CZ3.3 W Cont6 


15000 20000 25000 30000 


每 个 样本 测序 数量 Sequences per sample 


Cont 为 对 照 组 样本 ; CZ1、CZ2、 


组 样本 。 下 图 同 。 


Cont indicates the sample in control 


CZ3 和 CZ4 分 别 为 0.3、0.6、0.9 和 1.2 g/kg 蒙 脱 石 


group; CZ1, CZ2, CZ3 and CZ4 indicate the samples in 


0.3, 0.6, 0.9 and 1.2 g/kg montmorillonite group, respectively. The same as below. 


1 产 重 鸡 盲肠 内 容 物 


样本 测序 序列 稀释 曲线 (相似 度 :97%) 


Fig.l Rarefaction curve of sequenced reads in cecal content samples of laying hens (similarity: 


97%) 


2.3 SJ £o EX B KRE Alpha 多 样 性 的 影响 

将 各 组 样品 所 有 序列 按 97% 的 相似 度 进行 OTU 聚 类 ， 利用 程序 运算 得 到 评价 样品 中 群 
落 丰富 度 和 多 样 性 的 Alpha 多 样 性 指数 , 见 表 3。 各 组 间 Chao 指数 、Shannon 指数 和 Simpson 
指数 差异 不 显著 (P>0.05) . 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 的 Ace 指数 显著 高 于 1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 


(P<0.05) ， 蒙 脱 石 对 Shannon 指数 有 提高 的 趋势 (P=0.096) ， 对 Simpson 指数 有 降低 的 


趋势 (P=0.095) 。 
2. ” 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 盲 肠 菌 群 Beta 多 


Beta 多 样 性 分 析 可 以 比较 不 同样 


样 性 的 影响 
品 间 在 物种 多 样 性 方面 存在 的 差异 大 小 。 经 主 坐 标 分 


析 (principal coordinates analysis,PCoA) 方法 分 析 ， 见 图 2。 结果 显示 对 照 组 ( 朝 右 边 三 角 


JE) 与 试验 组 能 较 好 地 区 分 ， 且 著 群 结构 分 布 〈《 画 圈 ) 相对 紧凑 ， 相 似 度 较 高 ， 而 各 试验 组 


阔 群 结构 分 布 零散 、 相 似 度 低 ， 多 样 怕 


E 较 对 照 组 提高 ， 尤 其 是 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 〈 朝 上 三 角 
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PC2 CZ1 Cont 
形 ) 和 1.2kg 蒙 脱 石 组 〈 朝 下 三 角形 ) 。 
献 0.15 - T T T T T T T 7 
CZ4 

10.3 3 

9% g 0.10|- 可 
m 
E CZ3 M 

-€ 
Y oos. z 1 
5 "| 。 , 
2 - 
Hd CZ2 : 
$ 000 上 . 4 
a E ` 
m ES 
> 
各 
S 一 0.05 上 
FY . a 
i a E 
g .t 
-910r PC1- 贡 献 率 15.01% `, 1 
-0.1 L i 1 L i 1 L 4 Ji 


5 
—0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 
PC1 - Percent variation explained 15.01% 


图 2 蒙 脱 石 添加 后 产 蛋 鸡 肠 道 菌 群 Beta 多 样 性 变化 


Fig.2 Change of beta diversity of intestinal microflora after supplementation with 
montmorillonite 

2.5 物种 丰 度 差异 性 分 析 

为 探讨 蒙 脱 石 对 盲肠 微生物 群落 结构 和 组 成 的 影响 ,在 门 和 属 2 个 层次 上 对 同类 的 OTU 
进行 聚 类 比较 研究 。 由 表 4 可 知 ， 在 门 水 平 上 ， 相 对 含量 大 于 0.5% 的 门 共有 7 个 ， 试 验 得 
出 的 其 余 9 个 菌 门 相对 含量 均 低 于 0.5%， 丰 度 很 低 。 各 组 中 拟 杆菌 门 、 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 
门 和 螺旋 体 门 均 为 优势 菌 门 , 尤其 是 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 分 别 占 序列 总 数 的 67.06%~70.34% 
和 17.30%~21.38%。 统 计 结 果 表 明 : 试验 组 中 的 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 门 和 螺旋 体 门 均 高 于 对 照 
组 (P>0.05) 。 此 外 ， 与 对 照 组 相 比 ，0.3 g/kg 蒙 脱 石 组 中 迷 踪 菌 门 显著 减少 (P<0.05) ; 


0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 中 WPS_2 相对 含量 显著 增加 CP<0.05) 。 


364 相对 含量 大 于 0.5% “序列 占 测 序 总 量 比例 ) 或 差异 显著 的 菌 门 


Table 4 Bacterial phyla with relative abundance above 0.5% (sequence percentage of total 


sequence amount) or significant difference % 


项 目 蒙 脱 石 添加 水 平 Montmorillonite supplemental P Bü 
SEM 
Items levels/(g/kg) P-value 


{ 


A poa 28 rp BEER ES ad 
PE REIKO, H 


表 5 相对 含量 大 于 0.5% 序列 占 测序 总 量 比例 ) 或 差异 显著 的 菌 属 


拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 
变形 菌 门 Proteobacteria 
螺旋 体 门 Spirochaetes 
EO] 
Verrucomicrobia 


软 壁 菌 门 Tenericutes 


迷 踪 菌 门 Elusimicrobia 


WPS 2 


由 表 5 可 知 ,在 属 水 平 上 ,序列 比 对 得 
E E BUR HI E JE o 


和 蛋 鸡 盲肠 中 


很 多 相对 于 


0.50 
0.16° 


0.08” 


0.76 
0.03° 


0.14 


0.6 0.9 
67.06 68.54 
21.28 21.07 
5.31 5.21 
1.15 1.79 
1.57 0.49 
0.45 0.46 
0.09" 0.10? 
0.06^ 0.30* 
到 的 54 个 属 中 共有 11 


z 
E 


在 相对 含量 大 了 


0.44 
0.07” 


0.07° 


0.07 


0.01 


0.02 


lin 


日 各 组 间 以 上 优势 菌 属 的 相对 含量 均 无 显著 差异 (P>0.05)。 与 对 
球菌 属 的 物种 丰 度 显著 提高 (P<0.05) ， 紫 单 胞 菌 属 
g/kg ziha AL KB 


Hg 


n 


产 
梢 属 、 考 拉杆 菌 属 、 额 螺 菌 属 和 普 氏 戎 属 为 优势 菌 属 ， 且 拟 杆菌 属 占 测 ) 


组 相 比 ， 试 验 组 


0.634 


0.091 


0.850 


0.845 


0.222 


0.989 


0.038 


0.037 


0.5% 的 菌 属 中 ， 各 组 均 以 拟 杆 


菌 属相 对 含量 大 于 0.5%, 


FAEH] 24.63%; 


7 


EH 


H 


增加 的 趋势 (P=0.067) ; 0.6 fI 1.2 


属 和 布 劳 特 氏 菌 属 的 物种 丰 度 显著 提高 CP«0.05) 。 此 外 ，0.6 g/kg 


属 的 物种 丰 度 显著 高 于 其 他 4 组 CP«0.050 ; 试验 组 


df 


数值 上 随 着 蒙 脱 石 添加 水 平 的 提高 而 减 小 CP>0.05) 。 


Pal I E) 4] 


Table 5 Bacterial genus with relative abundance above 0.5% (sequence percentage of total 

sequence amount) or significant difference 96 

蒙 脱 石 添加 水 平 Montmorillonite 
项 P fH 
supplemental levels/(g/kg) SEM 
Items P-value 
0 0.3 0.6 0.9 1.2 
拟 杆 菌 属 Bacteroides 23.77 23.04 26.41 23.41 26.51 0.82 0.487 
考 拉杆 菌 属 
3.78 3.90 2.96 3.89 4.63 0.19 0.178 

Phascolarctobacterium 
颤 螺 菌 属 Oscillospira 3.62 3.52 402 4.05 3.02 017 0.522 
普 氏 菌 属 Prevotella 2.75 3.58 3.18 3.24 3.53 0.25 0.907 
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脱硫 弧 菌 属 Desulfovibrio 2.53 2.58 3.21 2.69 2.03 0.15 
ZAR FAI Faecalibacterium 1.21 0.81 1.54 1.39 1.66 0.15 
2 HE Hed E Parabacteroides È : i J i y 
紫 单 胞 菌 属 Parab de 1.82 2.27 2.40 2.06 1.85 0.08 
Ja 水 困 属 Ruminococcus : ; : 
瘤胃 球菌 属 R 1.10° 185 2.37% 2.06® 2.85* 0.15 
萨 特 氏 菌 属 Sutterella 1.23 1.54 1.01 1.30 1.36 0.08 
WE Fusobacterium j 
梭 杆菌 属 Fusob 1.87 0.86 0.73 0.62 0.56 0.28 
V KAK Paraprevotella X s .08' j E s 
帕 拉 普 氏 菌 属 Parap Il 0.667 | 099 . 208 0.74 08 0.15 
多 尔 氏 菌 属 Dorea 0.32° 0.31° 0.70* 0.677  0.92* 0.07 
SH RE ENS A S autia A i , ; : ' 
布 劳 特 氏 菌 属 BI 0.06° 0.05° 0.133. 0.122 0417 002 
丁 酸 弧 菌 属 Butyricimonas 0.05* 0.02° 0.05* 0.03*^ 0.05* 0.01 
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图 3 属 水 平 下 30 个 言 肠 内 容 物 样品 的 聚 类 分 析 Heatmap 


Fig.3 Heatmap under the genus level of the 30 cecal content samples 


将 属 水 平分 类 信息 聚 类 后 得 到 Heatmap, ILE 3. 30 个 样品 分 成 2 ATE, A 
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16 个 样品 (0.3 g/kg 蒙 脱 石 组 4 个 ，0.9 g/kg 蒙 脱 石 组 4 个 ，1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 4 个， 对照 组 


4S) ,右边 第 2 Kak 14 个 样品 (其 中 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 6 个 ， 且 有 4 个 连续 ) 


， 说 明 不 同 


chinaXiv:201711.01736v1 


ChinaXiv& (EAT 


ZEAE m n] ARTERE E, 0.6 g/kg 蒙 脱 石 组 样品 的 物种 组 成 与 其 他 4 组 差异 性 较 大 。 

此 外 , 对 照 组 的 6 个 样品 中 有 5 个 距离 较 近 ( 横 线 ), 物种 组 成 相似 度 高 ; 试验 组 中 除 0.3 g/kg 
蒙 脱 石 组 外 ， 其 余 3 组 的 大 部 分 样品 与 对 照 组 样品 相距 较 远 ， 尤 其 是 0.6 g/kg SAA, Vi 
明 物 种 在 对 照 组 与 CZ 组 样品 间 的 组 成 差异 性 大 。 总 体 上 ，Heatmap 结果 与 表 5 WARY 
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3 w i$ 
3.1 FA XP EEOUS E P PE B ES] UR 

前 人 的 研究 表明 蒙 脱 石 能 提高 产 蛋 鸡 的 生产 性 能 。Yenice 等 ”研究 指出 ， 饲 粮 中 添加 
TAa Eu. PIER EXE 是 高 ， 采 食量 无 明显 变化 ， 李 俊 营 等 (报道 ， 饲 粮 中 添加 
1.5 g/kg 的 载 锌 纳米 蒙 脱 石 ， 产 蛋 鸡 产 蛋 率 提高 了 8.54%， 料 蛋 比 降低 2.1990; 张 军民 等 站 
也 指出 ， 蒙 脱 石 明显 提高 了 产 恒 鸡 产 蛋 率 ， 降 低 蛋 的 破损 率 ， 对 采 食 量 无 影响 。 本 课题 组 前 
期 的 研究 表明 ， 蒙 脱 石 显著 提高 了 产 蛋 高 峰 期 蛋 鸡 的 产 蛋 率 ， 有 降低 料 蛋 比 的 趋势 中， 本 
试验 也 得 出 ， 饲 粮 中 添加 0.9 g/kg 蒙 脱 石 显著 提高 了 产 蛋 鸡 的 日 产 蛋 量 , 试验 组 料 蛋 比 有 降 
低 的 趋势 , 与 以 上 研究 结果 基本 一 致 。 蒙 脱 石 具有 巨大 的 比 表 面积 和 良好 的 吸附 性 能 ， 能够 
增加 食 糜 黏 度 ， 降 低 其 在 消化 道内 的 流通 速率 ， 可 能 有 益 于 饲料 养分 的 吸收 、 利 用 ; 此 外 ， 
能 吸附 肠 道 内 有 害 物质 ， 与 消化 道中 符 液 蛋白 结合 ， 提 高 儿 液 的 粘性 和 和 柔韧 性 ， 从 而 保护 和 
修复 肠 道 粘膜 ， 维 护 肠 道 务 膜 屏障 59。 综 上 所 述 ， 饲 粮 中 添加 蒙 脱 石 一 定 程度 上 能 够 提高 
产 蛋 鸡 生 产 性 能 ， 增 加 经 济 效 益 
3.2” 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 的 影响 

肠 道 菌 群 多 样 性 是 促进 营养 物质 吸收 、 维持 机 体 免疫 等 生命 活动 的 基础 , 多 样 性 增加 有 
利于 机 体 新 陈 代谢 和 免疫 防御 ， 进 而 益 于 宿主 健康 ' 。 本 研究 表明 ， 饲 喂 蒙 脱 石 后 产 蛋 鸡 
盲肠 菌 群 测序 数量 试验 组 与 对 照 组 之 间 没 有 显著 差异 ， 但 0.9~1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 的 有 效 序列 
和 优质 序列 均 多 于 对 照 组 ， 说 明 肠 道 微生物 种 类 有 所 增加 。 此 外 ,试验 组 中 反映 Alpha 多 样 
性 丰富 度 和 均匀 度 的 Shannon 指数 较 对 照 组 有 提高 趋势 ， 而 Simpson 指数 有 降低 趋势 
(Simpson 指数 越 小 说 明 样 品 中 物种 越 丰富 ) ; H PCoA 方法 分 析 Beta 多 样 性 发 现 试验 组 菌 
群 结 构 分 布 相 对 零散 ， 相 似 度 较 低 ， 菌 群 多 样 性 提高 。 王 聪 请 承 
同 水 平 蒙 脱 石 对 奶牛 瘤胃 微生物 区 系 的 影响 , 发 现 随 着 蒙 脱 石 添加 量 的 增加 , 奶牛 瘤胃 微 生 
物 Shannon 指数 逐渐 降低 ， 且 添加 2.5% 和 5.0% 蒙 脱 石 组 较 对 照 组 显著 降低 ， 说 明 瘤 胃 菌 群 
多 样 性 降低 , 与 本 试验 结果 不 一 致 。 造 成 结果 差异 的 可 能 原因 有 试验 动物 、 蒙 脱 石 种 类 及 添 
加 量 、 试 验 条 件 和 检测 方法 等 。 目前 ,尚未 有 关于 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 肠 道 菌 群 多 样 性 影响 的 报 
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d= 


用 PCR-DGGE 技术 研究 不 


E 


in| 
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道 ， 其 是 否 影响 产 重 鸡 肠 道 菌 群 多 样 性 还 有 待 进一步 探讨 。 


3.3” 蒙 脱 石 对 产 蛋 鸡 盲肠 菌 群 结构 和 物种 丰 度 的 影响 
家 禽 肠 道 中 的 优势 菌 群 与 人 类 相似 , 优势 菌 群 为 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 , 在 肠 道 微生物 中 


占 比 约 为 90%05。 本 研究 中 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 占 比 在 88% 以 上 ， 蒙 脱 石 添加 后 2 个 优势 
菌 门 的 总 占 比 没有 发 生 显著 变化 ,但 厚 壁 菌 门 的 物种 丰 度 较 对 照 组 有 提高 趋势 。 据 报道 ， 厚 
壁 菌 门 与 动物 饲 粮 消 化 有 关 ， 对 饲 粮 养 分 的 消化 吸收 有 帮助 作用 02。 有 研究 指出 ， 酒 精 性 


肝 损伤 模型 大 鼠 商 便 中 厚 壁 菌 门 的 物种 丰 度 显著 降低 , 迷 踪 菌 门 的 物种 丰 度 明显 提高 , 反映 
肠 顾 膜 屏障 功能 状况 的 血清 D- 乳 酸 和 二 上 胺 氧化 酶 水 平 显著 提高 、 肠 医 膜 又 头 样 转录 因子 3 
表达 降低 ， 提 示 肠 道 损 伤 发 生 ， 而 添加 益生 菌 后 以 上 指标 均 恢复 到 正常 水 平 中 。 本 试验 发 


现 , 试验 组 迷 踪 菌 门 的 物种 丰 度 均 有 降低 ， 其 中 0.3 g/kg 蒙 脱 石 组 达到 显著 水 平 。 此 外 ，0.9 
g/kg 蒙 脱 石 组 WPS_2 菌 门 相对 含量 显著 提高 ， 由 于 此 菌 门 在 肠 道 菌 群 中 占 比较 低 ， 其 功能 


作用 研究 也 鲜 
道 微生物 失衡 、 修 复 肠 厄 膜 屏 障 功 能 的 作用 。 


报道 , 有 待 进一步 探讨 。 以 上 结果 提示 蒙 脱 石 可 能 与 益生 菌 一 样 发 挥 改善 肠 


在 属 水 平 上 ， 我 们 发 现在 相对 含量 大 于 0.5% 或 有 显著 差异 的 阔 属 中 ， 试 验 组 中 绝 大 多 


数 菌 属 的 物 利 


h 丰 度 均 高 于 对 照 组 , 进一步 说 明 蒙 脱 石 在 一 定 程度 上 提高 了 产 蛋 鸡 盲 肠 菌 群 的 


丰 度 和 多 样 性 。 与 对 照 组 相 比 ，0.6~1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 中 瘤胃 球菌 属 、 多 尔 氏 菌 属 和 布 劳 特 


氏 菌 属 的 物 利 


和 丰 度 显著 提高 。 研 究 表明 ， 这 些 菌 属 物种 丰 度 的 提高 与 肠 道 健康 密切 相关 。 郭 


= 


+ 研究 指出 ， 瘤 骨 球 菌 属 是 健康 人 肠 道 中 共有 的 少数 细菌 属 之 一 :Wang 等 门 研究 发 现 小 


鼠 暴露 于 不 同 浓度 的 黄 曲 霉 毒 素 Bl 后 肠 道 中 瘤胃 球菌 属 的 物种 丰 度 明显 降低 。 据 报道 ， 布 


劳 特 氏 菌 属 和 多 尔 氏 菌 属 均 为 肠 道 中 有 益 菌 属 , 具有 产生 短 链 脂 肪 酸 的 功能 , 对 于 维持 肠 道 
3f 


上 皮 细 胞 形态 和 功能 具有 一 定 作 用 中 1。 此 外 ， 蒙 脱 石 还 提高 了 肠 道中 紫 单 胞 菌 属 和 帕 拉 


氏 菌 属 的 物 利 


PER, X 2 种 细菌 属 是 肠 道内 具有 保护 性 功能 的 菌 群 。 研究 发 现 , 与 正常 人 相 


比 , 尝 疡 性 结肠 炎 患 者 凑 便 微生物 中 紫 单 胞 菌 属 的 表达 水 平 降低 ,并 推测 此 菌 属 的 缺失 可 能 
与 肠 道 炎 症 有 关中 。 高 仁 元 等 中 利用 PCR-DGGE kA RR, GK AS RE n i 
拉 普 氏 菌 属 的 丰 度 较 正常 大 鼠 显 著 降 低 。 男 外 ， 本 试验 中 ,我 们 发 现 试 验 组 中 梭 杆菌 属 的 物 


种 丰 度 有 逐步 降低 的 趋势 。 梭 杆菌 属 是 拟 杆菌 科 的 一 个 菌 属 , 包含 坏死 梭 杆菌 和 核 梭 杆菌 等 
中 


多 种 致 病菌 ， 


对 动物 和 人 类 均 具 有 毒害 作用 。 苗 慧 芳 等 所 研究 表明 ， 结 直肠 癌 患 者 类 便 


梭 杆菌 属 的 丰 度 明显 高 于 健康 人 ,提示 此 菌 属 数量 增加 可 能 与 肠 道 疾病 有 关 。 同 时 ， 本 研究 
也 发 现 蒙 脱 石 降低 了 上 肠 道 中 其 他 少数 细菌 属 的 物种 丰 度 , 但 这 些 菌 属相 对 含量 很 低 ,， HARE 


学 上 无 显著 差异 , 或许 不 能 作为 评判 蒙 脱 石 是 否 影响 肠 道 微生物 群落 丰 度 和 多 样 性 的 标志 性 
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目前 , 国内 外 关于 蒙 脱 石 对 动物 肠 道 菌 群 影响 的 报道 中 , 多 数 研 究 人 员 采 用 传统 体外 培 
养 的 方法 ， 只 能 有 限 地 探讨 特定 几 种 微生物 的 变化 ， 对 众多 厌 氧 细菌 、 未 知 微生物 以 及 微 生 
物 多 样 性 等 均 未 涉及 ， 因 此 不 能 充分 评估 蒙 脱 石 对 肠 道 菌 群 的 作用 。 本 研究 应 用 Illumina 
MiSeq 高 通 量 测序 技术 探究 了 蒙 脱 石 对 产 重 鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 及 物种 丰 度 的 影响 , 发 现 蒙 脱 
石 改变 了 盲肠 微生物 中 部 分 菌 群 的 物种 丰 度 。 前 人 的 研究 也 表明 ， 蒙 脱 石 减少 了 肉鸡 、 仔 猪 
肠 道中 大 肠 杆菌 、 梭 菌 和 沙门 氏 菌 等 有 害 菌 的 数量 "7"; 降低 了 奶牛 瘤胃 中 病原 菌 一 一 弗 
Ea TCR DAR RE, 减少 了 尼 罗 罗 非 鱼 肠 道 中 气 单 胞 菌 属 、 黄 杆菌 属 和 弧 菌 属 等 细 
菌 属 的 百分比 ， 增 加 了 芽孢 杆菌 属 和 棒 杆菌 属 的 百分比 9。 可 见 ， 蒙 脱 石 在 一 定 程度 上 影 
响 了 动物 肠 道中 微生物 的 组 成 及 丰 度 。 鉴 于 瘤胃 球菌 属 、 多 尔 氏 菌 属 、 布 劳 特 氏 菌 属 、 幅 拉 
普 氏 菌 属 、 紫 单 胞 菌 属 物种 丰 度 的 提高 和 梭 杆菌 属 丰 度 的 降低 与 维持 肠 道 正常 功能 的 相关 
VE, 夏 可 以 将 这 些 菌 群 丰 度 的 变化 作为 蒙 脱 石 改善 肠 道 微生物 失衡 、 维护 肠 道 健康 的 菌 群 标 


4 结 论 


CD 人 饲 粮 中 添加 0.9 g/kg 蒙 脱 石 显著 提高 了 产 蛋 末期 蛋 鸡 日 产 蛋 量 ， 有 利于 延长 蛋 鸡 的 


© 饲 喂 蒙 脱 石 后 ， 产 蛋 鸡 盲肠 微生物 Beta 多 样 性 一 定 程度 上 提高 ， 部 分 菌 群 的 物种 
丰 度 发 生变 化 。 在 门 水 平 上 ， 蒙 脱 石 有 提高 厚 壁 菌 门 物种 丰 度 的 趋势 ，0.3 g/kg 蒙 脱 石 组 迷 
踪 菌 门 丰 度 显著 降低 ; 在 属 水 平 上 ，0.6~1.2 g/kg 蒙 脱 石 组 中 瘤胃 球菌 属 、 多 尔 氏 菌 属 、 布 
劳 特 氏 菌 属 和 帕 拉 普 氏 菌 属 的 物种 丰 度 提高 ， 梭 杆菌 属 的 物种 丰 度 有 逐步 降低 的 趋势 。 

© ”上 肠 道中 这 些 菌 属 丰 度 的 变化 与 肠 道 健康 密切 相关 ,提示 这 些 菌 属 可 能 是 蒙 脱 石 维持 
肠 道 微生物 屏障 的 标志 性 菌 群 ， 且 可 能 对 改善 产 蛋 鸡 的 生产 性 能 有 一 定 作 用 。 
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肠 道 菌 群 和 消化 机 能 的 影响 [加 .水 生生 


Effects of Montmorillonite on Performance and Cecal Microflora of Laying Hens 


CHEN Jifa” PENG Canyang" QU Xiangyong’” JI Fang? 

(1. College of Animal Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 
410128, China; 2. Hunan Co-Innovation Center of Animal Production Safety, Changsha 410128, 
China; 3. Amlan International, Chicago IL 60611, USA) 

Abstract: This study was conducted to investigate the effects of montmorillonite on performance 
and cecal microflora of laying hens. Four hundred-eighty Brown Lohmann hens (75 weeks old) 
were randomly assigned to 5 groups, each of which comprised 8 replicates of 12 hens per replicate. 
Hens in the control group were fed a basal diet, and hens in experimental groups were fed the 
basal diets supplemented with 0.3, 0.6, 0.9 and 1.2 g/kg montmorillonite, respectively. The 
adjustment period lasted for 7 days, and the experimental period lasted for 70 days. The results 
showed as follows: 1) compared with the control group, the daily egg production of 0.9 g/kg 
montmorillonite group was significantly increased (P<0.05), and feed to egg ratio in experimental 
groups tended to be higher (P=0.073) than that in the control group during 1 to 5 weeks of the 
experiment. 2) The quantities of effective sequences and good sequences observed in 0.3, 0.9 and 
1.2 g/kg montmorillonite groups were more than those in the control group (P>0.05). 3) The Beta 
diversity was improved in the experimental groups. The Shannon index in experimental groups 
tended to be higher than that in the control group (P=0.096), and the Simpson index tended to be 
lower than that in the control group (P=0.095). 4) At the phylum level, compared with the control 
group, the abundances of Firmicutes, Proteobacteria and Spirochaetes in the experimental groups 
were numerically increased (P>0.05); the relative content of WPS 2 in 0.6 g/kg montmorillonite 
group was significantly increased (P«0.05), and the Elusimicrobia abundance in 0.3 g/kg 
montmorillonite group was significantly decreased compared with the control group (P«0.05). At 
the genus level, compared with the control group, the Ruminococcus abundance in the 
experimental groups was significantly increased (P«0.05), and the Parabacteroides abundance in 
experimental groups tended to be higher than that in the control group (P=0.067); the abundances 
of Dorea and Blautia in 0.6 and 1.2 g/kg montmorillonite groups were significantly increased 
(P«0.05); the Paraprevotella abundance in 0.6 g/kg montmorillonite group was significantly 
increased (P«0.05). 5) The cluster analysis at the genus level showed low similarity of intestinal 
microflora between the experimental groups and the control group. In conclusion, the bacterial 


diversity and species abundance of cecal microbiota of laying hens can be partially influenced by 
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montmorillonite, and dietary supplementation with 0.9 g/kg montmorillonite tends to improve the 


egg production of laying hens. 
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